FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE TECNOLOGIA MEDICA

ESTUDIO DE ACTIVIDAD ANTIPLAQUETARIA DE MANGIFERINA (1,3,6,7-
TETRAHYDROXYXANTONA-C2-B-GLUCOSIDO)

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO
DE LICENCIADO EN TECNOLOGIA MEDICA

AUTORAS:
JAVIERA CATALINA LINEROS CASTRO
MARIA JOSE SEPULVEDA COFRE

PROFESOR GUIA: TM. DR. IVAN PALOMO GONZALEZ

TALCA-CHILE
2021



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2022

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas






AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecer a Dra. Lyanne Rodriguez y a TM Dr Ivan Palomo que
con sus conocimientos nos ayudaron y guiaron en la realizacion de esta memoria, en cada
etapa para poder lograr los objetivos propuestos. También agradecer a Tamara Morales y
Maria José Sepulveda por todos estos ailos de universidad en el cual nos hemos apoyado a
pesar de todo, gracias por siempre estar conmigo. Por tltimo, agradecer a mi familia, a mis
padres por su esfuerzo y apoyo que me han brindado todos estos afios, por animarme a

seguir cuando ya no habia 4nimos, gracias por su constante motivacion.

Muchas gracias a todos.

DEDICATORIA

A mis padres y amigos por ser mi fuente de motivacion para poder superarme cada dia, a
los que ya no me acompainian envida y a cada persona que ha contribuido en mi desarrollo

como persona durante el trayecto de mi vida.

Javiera Catalina Lineros Castro

2



AGRADECIMIENTOS

Al concluir con esta etapa de mi vida quiero extender agradecimientos a quienes hicieron
posible este gran logro, a los que acompanaron mi vida universitaria, que me apoyaron y
dieron felicidad en todo momento. Agradezco a la Virgen por guiar mi camino, por ser mi
apoyo dia a dia y nunca dejarme caer. A mi padres, mi hermana, mi abuelay mis amigos.
Muchas gracias a ustedes por demostrarme que cada esfuerzo vale lapenay que siempre

hay que luchar por los suefios.

Agradezco al Centro de Investigacion de Trombosis de la Universidad de Talca por
apoyarnos en la decision de llevar a cabo esta memoria pese a todos los imprevistos
incluida una pandemia. Al profesor Ivan Palomo por confiar en los resultados que
obtuvimos y siempre inculcarnos seguir adelante en el trabajo. Y la Dra. Lyanne Rodriguez
por ser nuestra guia y trabajar en conjunto con nosotras, por siempre responder todas

nuestras inquietudes y dar sus ensefanzas sin pedir nadaa cambio.

Y porultimo, a la Escuela de Tecnologia Médica y sus docentes, agradezco la oportunidad
de haber formado parte de esta hermosa carrera, por aportar los valoresy ensefianzas que
hacen de mi una buena persona y profesional, por los momentos de felicidad y tristeza
vividos en ese edificio porque gracias a todo lo que ocurrié en estos afios, pude lograr ser la

mujer que soy.

DEDICATORIA

Esta memoria de pregrado es dedicada con todo mi corazon a mi madre Rosa Cofré y mi hermana
Jocelin Sepulveda por su amor y apoyo incondicional durante cada etapa de mi vida, porque sin
ellas no lo habria logrado. A mi abuela Ana Lidia Tapia por confiar en mi, aun cuando yo no
confiaba. A mi padre por siempre inculcarme ser una buena estudiante y persona. A mis amigas
Tamara y Javiera por hacer todos los dias un dia especial y siempre estar conmigo. Gracias a cada
persona que fue parte de mi vida universitaria, sumando un granito de arena que me hizo poder

terminar felizmente esta etapa.

Maria José Sepulveda Cofre



ABREVIATURAS

AA: Acido araquidénico

AAS: Acido acetilsalicilico

ACD: Acido citrico dextrosa

ADP: Adenosin difosfato

AINE: Antiinflamatorios no esteroideos
ANOVA: Andlisis de varianza unidireccional
AUC: Area bajo la curva

CaCl,. Cloruro de calcio

CEC: Comité ético cientifico

COX-1: Ciclooxigenasa 1

COX-2: Ciclooxigenasa 2

CYP2C19: Citocromo P450 2C19

CYP3A4: Citocromo P405 3A4

DEIS: Departamento de Estadistica e Informacion de Salud
DM: Diabetes mellitus

DMSO: Dimetil sulféxido

ECV: Enfermedades cardiovasculares

EMP: Examen de medicina preventiva
FRCV: Factor de riesgo cardiovascular

FVW: Factor von Willebrand



GES: Garantias explicitas en salud
GPIIb/IIa: Glicoproteina IIb/Illa

HTA: Hipertension arterial

ICs0: Concentracion maxima inhibitoria
MINSAL: Ministerio de Salud

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
PA: Porcentaje de agregacion

PAF: Factor activador de plaquetas
PAR-1: Receptor activado por proteasa 1
PG: Prostaglandina

PGH2: Prostaglandina H2

PGI2: Prostaglandina 12

PI: Porcentaje de inhibicion

PRP: Plasma rico en plaquetas

PSCV: Programa de Salud Cardiovascular
ROS: Especies reactivas de oxigeno

S: Pendiente

SEM: Error estdndar de la media

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante beta 1
TRAP-6: Péptido activador de receptor de trombina 6
TX: Tromboxano

TXA2: Tromboxano A2



1.

2.

3.

4.

INDICE

RESUMEN ...ttt ettt e e e et e e e e st e e e e s e eiaeeeeeeeans 9
INTRODUCCION.......cctiiiiiiiiiite ettt et e e s e ee e e e e 10
MARCO TEORICO .....ciiiiiiiiiiiee ettt et e e itaeee e e e nnnnnaeeeeena 12
3.1 Enfermedades cardiovasculares...........coooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 12
3.1.1 Enfermedades cardiovasculares en Chile............ccceeviviiieinniinnen.n. 14

3.1.2 Programas de prevencion de ECV en la Region del Maule ............... 15

3.1.3 Tipos de enfermedades cardiovasculares.............ccccevveieiiiiiieennennnnnn. 16

3.2 Factores de riesgo cardiovasCular ...........oooveeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 18
3.3 TromboSis arteTial..........coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 20
R o Ta |15 1S 21
3.4.1 FOIMACION ...ttt ee e 21

3.42 Estructura Y funcion.........coooveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeceeee e e 22

3.5 AgOnistas PlaqUeETATIOS ... .uuuuuviiiiiiiieieeeee e ettt e e e e e e e e e 25
3.5.1 Adenosin difosfato (ADP)....ccoeeeeeeeeeieiiiiii 26

3.5.2 COlAZEN0 ...ciiiiiiiiiiieiiiitttee e e e e e e e e e e e e e e e e e e 26

3.5.3 Péptido activador de receptor de trombina 6 (TRAP-6).................... 27

3.6 FArmacos antiplaqUetarios............eeeieeeeeeeeieiiiiiiiiiieieeeeee e e e e e e e e eieiaeevreeeeeeeeas 28
3.6.1 Efectos adversos de los antiplaquetarios ............cccccvvviiiiiiirreeeeeennnnn. 31

3.7 Mangifera INdica L................ccccueeeiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee e 33
R B\ 1 Fea ) <) 410U D 35

3.7.2 BSTUCTUTA ...ttt ettt e e e e 36

3.74 Actividades biolOZICAS .......ccouvviiiiiiiiiiieeeeeee e 36
HIPOTESIS ..ottt 42



5. OBIETIVOS .ttt e e e e e e e e 42

ODbJetiVo ZENETAL......oiiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e e e aaaeees 42
ODbjJetiVOS ESPECITICOS. .uiiiiiiieeiieeiiiiiiiiiiiee ettt e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e enessaaees 42

6. MATERIALES Y METODOS ..ottt e 43
6.1 MAteriales......cceeeiiiiiiieeeeeeeeeeee e e e e 43

6.1.1 REACTIVOS. ...ttt e e e 43

0.2 MELOAOS ...ttt e e e e e 43

6.2.1 Preparacion de la muestra de mangiferina............cccccvvvvveeeeeeeeeneennnn. 43

6.2.2 Obtencidn y preparacion de plaquetas lavadas.........ccccvvveeeeeieeeeennnnn. 44

6.2.3 Actividad antiplaquetaria i Vitro..........cccccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 45

6.2 .4 Curvas concentracion actividad (ICsp)........eeevvvvviiiiiiiiieiiiiiiiieeeeeennn. 45

6.2.5 Andlisis estadiStiCO ....ceeriiiiiiiiiiiiiiiieeee e 45

7. RESULTADOS. ...ttt ettt e e e et e e e e ettt e e e e e nebaeeeeeens 47

7.1 Efecto inhibitorio de la mangiferina frente a diferentes agonistas plaquetarios

(TRAP-6 y colageno) por turbidimetria. ..........oeeevieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 47

7.2 1Csp de la mangiferina sobre la agregacion plaquetaria inducidapor TRAP-6 y

COLAZRNO ... ittt e e e e e e e e e e e e aeaaeearaaes 49
8. DISCUSION ......ooiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 51
9. CONCLUSION ..ot en s s, 56
10. REFERENCIAS ...ttt 57



INDICE DE TABLASY FIGURAS

Figura 1. Mapa de mortalidad de poblacion mundial entre 30 a 70 afios por ECV en el afo

1 O USSR 13
Figura 2. Defunciones en Chile en el aflo 2019 ..........ccccvviiiiiiiiiiiiiineiiieieeeeee e, 14
Figura 3. Defuncionespor enfermedades del sistema cardiovascular en Chile en el afio

1 0 L USSR 15
Figura 4. Defuncionespor Enfermedades cardiovasculares en la Region del Maule en el
ATI0 2019 <.ttt e e et ee e 16
Figura 5. Esquema de la trombOPOYESIS......cvtiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et 22
Figura 6. Extendido de sangre periférica..............oooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e e e eeeeeeeee e, 23
Figura 7. Componentes estructurales de las plaquetas..............oeeveiieieeiiiiiiiiiiniiiiiieeenennn. 24
Figura 8. Mecanismos de accion de antiagregantes plaquetarios...........ooeeeeeveviveveeeeeeeen. 30
Figura 9. Ruta biosintética para mangiferina en plantas SUPETioTeS.......cceeeeeeeeeeeeeeeereenenn. 36

Figura 11. Estudio de la actividad de agregacion antiplaquetaria del compuesto

mangiferina frente al AONISTAS. ......ovuuviiiiiiiiiiiiei e 49

Tabla 1. Factores de riesgo cardiovascular segiin Encuesta Nacional de Salud 2016-2017.19

Tabla 2. Estudios de actividad bioldgica de la mangiferina...........ccccceeeeveiiiiiiiiiiiiiiinennn.n. 39
Tabla 3. Actividad antiplaquetaria de mangiferina. ...........ccceeeeeeeieeeeeeeeeeeeieeeieeeeeeeeeeieieaes 47
Tabla 4. ICsy de la mangiferina a diferentes concentraciones. .............eeeeeeeeeuvevvveverenenennn. 50



1. RESUMEN

El avance de los trastornos y patologias que estdn directamente relacionados con
alteraciones del corazon y los vasos sanguineos es un tema esencial en la busqueda de
nuevos tratamientos para crear una terapia mas eficiente en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares (ECV). Las plaquetas juegan un papel fundamental en el sistema de
coagulacion sanguinea, sin embargo, ciertas patologias pueden generar coagulos
sanguineos y ocasionar trombosis. La mangiferina, es un polifenol al que se le ha descrito
un amplio potencial biolégico como antioxidante, antidiabético, antiinflamatorio. Sin
embargo, hasta la fecha no existen investigaciones previas relacionadas con este compuesto
y su actividad antiplaquetaria. Por lo anterior, se evaluo la actividad antiplaquetaria in vitro
estimulada por TRAP-6 5 puM y coldgeno 1 pg/mL de la mangiferina mediante
turbidimetria. Los resultados mostraron que la mangiferina tiene un potencial
antiplaquetario dependiente de la concentracion. Por lo tanto, este compuesto podria
postularse como un compuesto bioactivo con propiedades antiplaquetarias para el

desarrollo de farmacos terapéuticos complementarios.

Palabras claves: Mangiferina, xantona, actividad antiplaquetaria, TRAP-6, colageno.



2. INTRODUCCION

Las ECV, son la principal causa de muerte en todo el mundo, no existe discriminacion
por sexo, sin embargo, la edad es un factor de riesgo de importancia. La arteriosclerosis es
uno de los principales desencadenantes de estas afecciones, la cual se produce cuando las
paredes de las arterias acumulan placas de colesterol y lipidos, que pueden llegar a obstruir
las arterias e impedir la circulacion de la sangre o desprenderse cuando la placa es

inestable, generando de esta manera un accidente o evento cardiovascular.

Las plaquetas poseen un papel fundamental en la hemostasia, cuando existe una lesion o
dano endotelial estas se agregaran con otras plaquetas para la formacion de un tapdén
plaquetario, liberando de esta manera distintos granulos, sustancias proagregantes y
glicoproteinas que van a favorecer a la generacion de este, para que lleve a término la
cascada de coagulacion. Por otro lado, la activacion y agregacion plaquetaria no controlada

son responsables de la progresion de ECV.

Existe una amplia variedad de receptores plaquetarios que van a participar en el proceso
de agregacion, estos seran los blancos principales para el tratamiento con antiagregantes
plaquetarios y anticoagulantes, los que participaran en la prevencion y terapia de las

patologias vasculares.

A lo largo del tiempo, mediante distintas investigaciones se han descubierto muchas
propiedades de los compuestos bioactivos presentes en frutas y verduras, que generan
interés cientifico a nivel mundial. Estos no solo se pueden encontrar en la porcion
comestible sino también en sus subproductos, tales como semilla, cdscara, corteza de la

semilla, hojas, entre otros.
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En este contexto, el mango, fruta que lleva por nombre cientifico Mangifera Indica L, se
cultiva principalmente en paises tropicales y se consume en forma de néctar, helado,
mermelada, entre otros. Los subproductos que no son comestibles y que constituyen un
gran porcentaje de esta fruta son desechados. Este fruto presenta diversos compuestos
bioactivos, en los que se destaca la mangiferina, xantona extraida por primera vez de las
hojas de mango. Este compuesto es un polifenol, que se encuentra distribuido ampliamente
en el fruto, también en su cortezay tallos, siendo el compuesto mayoritario de la Mangifera

Indica L.

Se ha demostrado que las xantonas y los derivados de esta tienen efectos beneficiosos
sobre algunas enfermedades cardiovasculares. Los efectos protectores de las xantonas en el
sistema cardiovascular pueden deberse a sus actividades antioxidantes, antiinflamatorias y

antitromboticas.

A pesar, del alto potencial atribuido a este compuesto son escasos los estudios
relacionados con proteccion cardiovascular. Una investigacion sefiald los efectos
antiplaquetarios de la pulpade mango y sus subproductos (corteza, cascarade la semilla y
semilla) debido a la presencia de compuestos bioactivos. La semilla de mango era
especialmente rica en mangiferina, la cual mostr6 un efecto inhibidor, siendo este el primer
antecedente para este compuesto. Considerando lo anterior, se necesitan estudios
antiplaquetarios que corroboren estos resultados, por lo cual se estudiara su actividad
antiplaquetaria en presenciade diversos agonistas plaquetarios, para asi evaluar su eventual

uso terapéutico a futuro.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedades cardiovasculares

La enfermedad cardiovascular (ECV) es un término utilizado para describir un conjunto
de trastornos y patologias que estan directamente relacionados a alteraciones del corazon y
los vasos sanguineos. Estas afecciones se generan de manera silenciosa y presentan
diversos factores de riesgo, tanto fisicos, genéticos y ambientales, también se pueden

presentar secundarios a otra patologia base (1).

Las ECV son la primera causa de muerte a nivel mundial, mas personas mueren
anualmente por eventos cardiovasculares que de otra causa. Se mostro que 17,7 millones de
personas murieron producto de ECV en 2015, lo cual representa 31% de las muertes
registradas en el mundo. De estas defunciones, unos 7,4 millones se debieron a cardiopatia
coronaria'y 6,7 millones a accidentes cerebrovasculares. Mas del 82% de muertes debido a
ECYV tienen lugar en los paises de ingresos bajos y medianos, y ocurren casi por igual en

hombres y mujeres (2).

A diferencia de la poblacion de los paises de ingresos altos, los habitantes de los paises
de ingresos bajos y medios no se benefician de programas de atencion primaria integrados
para la deteccidn precoz de estas afecciones y su tratamiento oportuno. Los habitantes de
estos paises que padecen ECV y otras enfermedades no transmisibles, tienen un menor
acceso a servicios de asistencia sanitaria eficientes y equitativos, que respondan a sus
necesidades. Como consecuencia, gran parte de la poblacion muere més joven, en su edad

mas productiva, a causa de estas patologias (2).
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Se estima que de aqui a 2030, casi 23,6 millones de personas moriran por alguna
enfermedad cardiovascular, principalmente por cardiopatias y accidentes cerebrovasculares.

Se prevé que estas enfermedades sigan siendo la principal causa de muerte (2).

El objetivo de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) al afio 2025 va dirigido a una
reduccion de al menos un 25% en la mortalidad general por ECV, céancer, diabetes o
enfermedades respiratorias cronicas.(3). El siguiente mapa presenta los datos de manera

porcentual de la probabilidad de muerte por ECV entre los 30 y 70 afios (Figura 1).

<5%% 5% - 9,99 109 + Sin datos

Figura 1. Mapa de mortalidad de poblacion mundial entre 30 a 70 afios por ECV en
el afo 2012. <5%: menos de 5% de personas de entre 30 y 70 afios murieron por ECV. 5%-

9.9%: entre 5%-9.9%de personas de entre 30 y 70 afios murieron por ECV. 10%+: mas del
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10% de personas de entre 30 y 70 afios murieron por ECV. Sin datos: no hay datos
disponibles de la poblacién. Tomado de FWH (2012) (4).

3.1.1 Enfermedades cardiovasculares en Chile

Segun indica el Departamento de estadistica e informacion de salud (DEIS), las ECV
son una de las principales causas de muerte en Chile. En el afio 2019, cercadeun 70 % de
las defunciones fueron por lo anteriormente mencionado, y en segundo lugar los tumores o
neoplasias con un 12 % del total de las muertes (5), lo que observa en la Figura 2. A futuro
es un importante desafio la reduccion de estas cifras donde una prevencion primaria

constituye una poderosa herramienta, ademas de una deteccion temprana de la enfermedad.

(6).

Turnares {Neoploiay

Figura 2. Defunciones en Chile en el afio 2019. Adaptada de DEIS (2021) (5).

Seglin los datos obtenidos de las defunciones por ECV en Chile, un 31 % corresponden
a accidentes cerebrovasculares, y al menos un 31% equivalen a muertes por infarto al

miocardio, como se observaen la Figura 3.
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cerebrovasculares
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corazon
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Otras formas de
enfermedades
del corazén
16%%

Figura 3. Defunciones por enfermedades del sistema cardiovascular en Chile en el

afio 2019. Adaptada de DEIS (2021)(5).

3.1.2 Programas de prevencion de ECV enla Region del Maule

En el afio 2002 se fusionaron los programas de hipertension arterial (HTA) y Diabetes
Mellitus (DM) creando el Programa de Salud Cardiovascular (PSCV), este se encuentra
enfocado en el riesgo cardiovascular de los pacientes en atencion primaria. Luego en el afio
2009 se publica el documento “Implementacion del enfoque de riesgo en el PSCV” (7),
donde destaca como principal objetivo la prevencion de la morbilidad, mortalidad y
discapacidad de las personas que presentan riesgo cardiovascular. En el afio 2017 el
Ministerio de Salud (MINSAL), elabor6 un manual de técnicas actualizadas para el manejo
de pacientes con patologias cardiovasculares (8, 9), para mejorar la calidad de atencion de

la comunidad.

Existen factores de riesgo cardiovascular, que se pesquisan a través del examen de
medicina preventiva (EMP), una evaluacion que nos permite el monitoreo de la salud, esta
se aplica segun edad y sexo, su finalidad es detectar precozmente enfermedades prevenibles

y sus factores de riesgo, con el objetivo de reducir la morbimortalidad asociadas a distintos
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tipos de afecciones principalmente cardiovasculares. Esto es garantizado por el estado a los
pacientes mayores de 15 afios a través de la ley de garantias explicitas en salud (GES) que

comenzo6 el afio 2005 (9, 10).

A pesar de las campanas y programas de prevencion en la Region del Maule, cerca un
15 % se encuentra en control de salud cardiovascular (11). En el afo 2019 cerca de 1834
habitantes de esta region fallecieron producto de estas enfermedades, siendo la principal
causa las enfermedades cerebrovasculares con 565 defunciones, esto se puede observar a

detalle en la Figura 4.

15 formas 15

Enfermedad card| 3l lrycirmai 12

Enfermedades die las arterias, arteriolas v los vasos

Orras formas de enfermeadades del coranror 119

Figura 4. Defunciones por Enfermedades cardiovasculares en la Region del Maule en

el afio 2019. Adaptada de DEIS (2021)(5).

3.1.3 Tipos de enfermedades cardiovasculares

Las ECV presentan caracteristicas en comun, sin embargo, no son totalmente similares
por lo que se pueden clasificar en distintas patologias de acuerdo conlo que generan o el

area que afectan.
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Con respecto a las enfermedades cerebrovasculares, son aquellas en la que existe una
alteracion en el flujo sanguineo cerebral, en donde se ven afectadas las venas y las arterias
que irrigan al cerebro, lo que conlleva a una disminucion del flujo sanguineo en esta area
con la consecuente afectacion de manera transitoria o permanente de la funcidon de una
region del cerebro, una zona mas pequefia o un area focal, sin que exista otra causa aparente
que el origen vascular. Esta afeccion trae como consecuencia procesos isquémicos o
hemorragicos, causando la aparicion de secuelas neuroldgicas o sintomatologia asociada a

estos procesos (12).

Las arteriopatias o vasculopatias periféricas son un trastorno circulatorio grave,
generado por la obstruccion de grandes arterias en areas externas al corazdn, las que
aportan sangre a las extremidades superiores e inferiores. Los individuos que padecen de
una arteriopatia periférica presentan un riesgo de 6 a 7 veces mayor de sufrir un infarto o un
ictus. El desarrollo grave de una de estas afecciones puede conducir a infecciones de

importancia que pueden acabar ocasionando amputaciones de las extremidades (13).

La enfermedad reumatica del corazon es una afeccion que en la mayoria de los casos
suele comenzar con una infeccion causada por una bacteria llamada estreptococo, esta
genera la llamada fiebre reumaticalo que produce un dafio permanente de las valvulas del
corazén. En algunos casos, la faringitis estreptococica o la escarlatina pueden

eventualmente progresar a la fiebre reumatica (14).

En cuanto a las cardiopatias congénitas, estas se definen como malformaciones del
corazdn presentes desde el nacimiento. Son lesiones anatomicas de una o varias de las
cuatro valvulas cardiacas, delos tabiques que las separan, o de los tractos de salida cuya
causa exacta se desconoce. Existen multiples cardiopatias congénitas, unas de caracter leve
las cuales presentan buen prondstico en relacidon a su progresion y tratamiento, otras mucho

mas severas (15).
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Las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares, se caracterizan por la
formacion de codgulos de sangre (trombos) en las venas de las extremidades inferiores, que

pueden desprenderse (émbolos) y alojarse en los vasos del corazon y los pulmones (16).

Todas estas dolencias comparten un elemento comun, con el tiempo acaban por lesionar
las venas o arterias favoreciendo que se estrechen, pierdan elasticidad y en los peores casos
se obstruyan. Este proceso se produce en mayor medida en los grandes vasos, pero se
vuelve mas perjudicial cuando se ven afectado los responsables de aportar sangre al
corazon y el cerebro. El nombre mas comunmente utilizado que se emplea en medicina

para referirse a este deterioro es arterosclerosis (17).

3.2 Factores de riesgo cardiovascular

Un factor de riesgo cardiovascular (FRCV) es una caracteristica biologica, un habito o
estilo de vida que aumenta la probabilidad de que los individuos padezcan o mueran
producto de una ECV. Al tratarse de una probabilidad, la ausencia de estos factores no
excluye la posibilidad de desarrollar estas afecciones a futuro y por lo consiguiente, la

presencia de ellos tampoco implica necesariamente su aparicion (18).

Los principales factores de riesgo se pueden clasificar en no modificables como la edad,
sexo, historial familiar o factores genéticos, en estos se deben actuar de manera preventiva
y son los de mayor interés; y los modificables donde se incluyen la HTA, tabaquismo,
hipercolesterolemia, DM, sobrepeso/obesidad, estos son los factores que presentan una

mayor asociacion a las ECV, ya que son los mas frecuentes en la poblacion (19).
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En la Tabla 1 se puede observar los factores de riesgo con mas prevalencia en Chile para
las enfermedades cardiovasculares segun los datos de la Encuesta Nacional de Salud

realizada entre los afios 2016y 2017.

Tabla 1. Factores de riesgo cardiovascular segun Encuesta Nacional de Salud 2016-

2017. Tomada y adaptada de MINSAL (2017) (20).

Factor de Riesgo Prevalencia Nacional
Sedentarismo 86.7%
Malnutricion 74.2%

Sobrepeso 39.8%

Obesidad 31.2%

Obesidad moérbida 3.2%
Hipertension arterial 27.6%
Diabetes Mellitus 12.3%
Tabaquismo activo 33.3%
Tabaquismo pasivo 15.2%
Consumo riesgoso de alcohol 11.7%

Por otra parte, hay que tener en cuenta otros tipos de factores como los genéticos,
ambientales y secundarios a otras patologias, los que se pueden encontrar relacionados
entre si o de forma independiente, dentro de estos se encuentran ciertos desordenes
metabolicos, ya sean congénitos o adquiridos (21). También forman parte de estos factores

el tabaquismo o la exposicion a este, el estrés cronico, entre otros (1).

Del mismo modo, las determinantes sociales desempefian un papel fundamental en el
desarrollo de estas patologias, de manera que el individuo puede estar predestinado a
padecer estas afecciones, entre estas determinantes se encuentran: edad, sexo, nivel

socioecondmico, raza o etnia y educacion. La edad es un factor de riesgo muy relevante,
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por lo que la probabilidad de padecer una de estas patologias cardiovasculares estd

directamente relacionada con el paso de los anos (17).

3.3 Trombosis arterial

El término trombofilia define condiciones hereditarias o adquiridas del sistema de la
hemostasia que predisponen a la trombosis (22). Ambas condiciones (hereditarias y
adquiridas) pueden coexistir en un mismo paciente. La patogenia de la trombosis arterial es
muy compleja, ya que involucra una secuencia de eventos que incluye factores genéticos y

adquiridos, en conjunto con el sistema de coagulacion (23).

Se mencionan tres etapas, la primera indica una vasoconstriccion transitoria, que es
producida por un reflejo neurogénico y por un factor de vasoconstriccion llamado
endotelina, secretado por el endotelio (24). En segundo lugar, existe una alteracion del
endotelio, con exposicion de la matriz fibroelastica de la intima a los elementos sanguineos,
lo que produce la adherenciade las plaquetas a la pared formando un tapén. Esto ocurre en
escasos minutos y se denomina hemostasia primaria (25). Por tltimo, se encuentra la
acumulacion de plaquetas en el sitio alterado, las que liberan tromboplastina (26), esta
transforma la protrombina en trombina, la que a su vez actiiasobre el fibrindgeno y lo hace
precipitar en forma de fibrina, y sobre la fibrina polimerizada se produce mas agregacion de
plaquetas, de globulos rojos y leucocitos, formando un trombo. Este mecanismo es mas
largo y se llama hemostasis secundaria (27). En esta etapa también actian mecanismos para

restringir y limitar la hemostasis solo al sitio alterado.

En cuanto a la morfologia macroscopica de los trombos, hay dos tipos: el trombo blanco
o de aposicion y el trombo rojo o de coagulacidon. En la mayoria de los trombos el
componente principal es la fibrina, pero desde el punto de vista de la patogenia, el papel

primordial lo desempefian las plaquetas (28).
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El trombo blanco es comun observarlo en los sitios de dafio endotelial, como por
ejemplo en el endocardio alterado por un infarto cardiaco, en los velos valvulares con
endocarditis o en las placas de ateroma ulceradas. Estos se presentan como masas
levemente granulosas o vellosas con una forma coraliforme. En cuanto al trombo rojo, por
el contrario, se pueden observar en sitios sin alteracion del endotelio, como las venas,
principalmente en sitios donde existe una disminucion de la velocidad sanguinea, tales

como cavidades cardiacas y varices. Este presenta un aspecto cilindrico (28,29).

La importante participacion de las plaquetas en el proceso de formacion del trombo
arterial determina el interés que despierta el conocimiento de sus caracteristicas
estructurales y funcionales, ya que esto constituye la base, entre otros aspectos, para el

disefio de farmacos y estrategias de tratamiento antitrombotico (30).

3.4 Plaquetas

3.4.1 Formacion

La megacariopoyesis es el proceso mediante el cual ocurre la diferenciaciéon de la linea
megacariocitica; y trombopoyesis, proceso de liberacion de plaquetas a partir del
megacariocito maduro (31) como se observa en la Figura 5. Ambos procesos se desarrollan
en la medula 6sea, sin embargo, algunos autores proponen que el pulmoén es uno de los
sitios donde ocurre la trombopoyesis, por lo tanto, se considera como uno de los sitios mas

importantes para la liberacion de plaquetas a la sangre (32).
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Figura 5. Esquema de la trombopoyesis. Se observa un megacariocito extendiendo sus
proplaquetas hacia el interior de un sinusoide. El flujo sanguineo ayuda a desprender a las
plaquetas de las proplaquetas y terminar su liberacién a la circulacion. Tomada de

Gonzilez, A. (2019) (33).

3.4.2 Estructura y funcion

Las plaquetas, uno de los tres elementos formes de la sangre, son pequefios fragmentos
del citoplasma de los megacariocitos, producidos a nivel de la medula 6sea, que han sido
liberadas a la circulacion sanguinea; tienen una forma plana y discoidea y miden 3 x 5 pm
(34). No presenta ADN gendmico, pero contienen ARN mensajero (ARNm) derivado de
los megacariocitos (35). Su forma y pequeno tamafio permite que se ubiquen en el borde
del vaso sanguineo, siendo esta la mejor posicidbn para monitorear continuamente la
integridad de este. Circulan a una concentracion de 150.000-450.000 células / ml. (36). Del
total de plaquetas humanas, el 70% se retiene en la circulacion, mientras que el 30%
restante se retiene temporalmente en el bazo, pero persiste durante un promedio de 10 dias
(37). El bazo y el higado son responsables de la eliminacion de la mayoria de las plaquetas
después del envejecimiento, aunque una pequefia parte de ellas se elimina continuamente
debido a su participacion en el mantenimiento de la integridad de los vasos sanguineos

(38).
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En frotis de sangre periférica tefiidos con tincion de Wright-Giemsa como se observaen
la Figura 6, las plaquetas aparecen como pequenas células granulares con una membrana
aspera, y normalmente se encuentran entre 3-10 plaquetas por campo de alto poder de

inmersion en aceite (39).

108

Figura 6. Extendido de sangre periférica. Se observan plaquetas en proporcion y
morfologia normal. Coloracion de Wright.100x. Tomadade Campuzano, G. (2008) (40).

A pesar de su apariencia simple en el frotis de sangre periférica, las plaquetas tienen una

estructura compleja (41).

Los principales componentes de las plaquetas son membrana plasmatica, el
citoesqueleto, los granulos y el sistema de membrana interno, en el que se encuentra el
sistema tubular denso y el sistema canalicular abierto; ademds se pueden encontrar
estructuras que también poseen importancia como granulos de glicogeno, mitocondrias,

lisosomas (42) como se indica en la Figura 7.
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Figura 7. Componentes estructurales de las plaquetas. Tomada y adaptada de Palomo, I.
(2005) (42).

Las plaquetas circulantes se encuentran en una constante interacciéon con los
componentes del plasma, los demas elementos formes de la sangre y con el endotelio
vascular por medio de las glicoproteinas de las membranas plaquetarias y de diversos

intermediarios quimicos (43).

Su membrana externa estd compuesta por una bicapa de fosfolipidos, la cual presenta
glicoproteinas que van a funcionar como receptores de los agonistas (trombina, adenosin
difosfato (ADP) y tromboxano (TX)), también se encontrardn proteinas adhesivas,
(fibronectina, fibrindgeno, entre otros), ademas se van a localizar enzimas las cuales son
importantes para el buen funcionamiento celular (42, 44). Esta membrana es la responsable
de la comunicacion con el medio externo por medio de receptores como las integrinas, las

cuales se enlazan a proteinas (41).
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Entre las integrinas se encuentra la Glicoproteina IIb/IIla (GPIIb/IIIa), es la proteina mas
abundante en la membrana, siendo el receptor plaquetario para el fibrindgeno y otras
proteinas adhesivas como el factor von Willebrand, fibronectina y vitronectina. La
formacion de puentes de fibrindgeno entre receptores GPIIb-IIla y plaquetas es de gran
importancia para la formacion de agregados plaquetarios, la union a las proteinas facilita la
adhesion de las plaquetas con el endotelio dafado (42). La mayor proporcion de esta
glicoproteina es extracelular y se compone de 2 segmentos transmembrana y 2 cortos

segmentos citoplasmaticos formados por los extremos C terminales (45).

En cuanto a los receptores no glicoproteicos, existen activadores como el ADP, TXA,
epinefrina, serotonina, trombinay factor activador de plaquetas (PAF), e inhibidores entre
los cuales tendremos la adenosina y prostaglandinas (PG) (46). El receptor del ADP es
purinérgico, se identifica por responder con su activacion frente al ADP y su inhibicion
frente al ATP (47). El tromboxano A2 (TXA2) va a activar las plaquetas mediante la union
a un receptor especifico el cual estard asociado a una proteina G (48). La unién de
epinefrina va a inducir la agregacion sin cambio de forma y ademas va a potenciar la accion
de otros agonistas (49). La serotonina es un agonista muy débil, y se caracteriza por
potenciar la agregacion plaquetaria cuando se utiliza como agonista la epinefrina o el PAF.
La trombina, una serino proteasa, en plaquetas va a producir un cambio de forma y

liberacion del contenido de granulos plaquetarios (42).

3.5 Agonistas plaquetarios

La trombina, el ADPy la epinefrina inducen inhibicion de la actividad adenilciclasa en
la plaqueta. La activacion plaquetaria por agentes como trombina, coldgeno, ADP y
epinefrina, puede conducir activacion de la fosfolipasa A2 citoplasmatica, que requiere
concentraciones fisiologicas de calcio para activarse, la cual cataliza la hidrélisis de los

fosfolipidos de membrana y da lugar al acido araquidonico que se metaboliza
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preferencialmente por la via de la TXA?2 sintetasa para dar lugar al TXA2. De esta manera

el TXA2 constituye un amplificador de la sefial de activacion plaquetaria (50).

3.5.1 Adenosin difosfato (ADP)

El ADP es el principal agonista fisiologico que induce la agregacion plaquetaria in vivo.
El ADP es un nucleétido que se acumula en los granulos densos de las plaquetas. Después
de la activacion, las plaquetas cambian y liberan el contenido de sus granulos alfa y
granulos densos (51). La liberacion de los depdsitos internos de ADP de particulas densas
puede activar las plaquetas que circulan libremente al unirse a los receptores purinérgicos
P2Y1 y P2Y12 en la membrana plaquetaria, asi como a las plaquetas adherentes (52).
Después de activar las plaquetas, los diversos componentes del receptor GPIIb/II1a en la
membrana plaquetaria cambiardn su configuracion fisica, estableciendo asi un sitio de
union de alta afinidad para el fibrindgeno GPIIb/Illa (51, 52). Posteriormente, el
fibrindgeno, que puede circular libremente y ser liberado de los granulos alfa, se acopla al
receptor GPIIb/Illa para formar un puente plaquetas-plaquetas y causar agregacion

plaquetaria (53).

3.5.2 Colageno

El colageno es una proteina que se localiza en el tejido conectivo humano. Después de
que se lesiona el tejido conectivo (como la piel o los vasos sanguineos), el colageno queda
expuesto debido al receptor de glucoproteina VI en la membrana de colageno y las
plaquetas que circulan libremente se adhieren inmediatamente al colageno (54). Después de
la adhesion, las plaquetas sufren cambios morfoldgicos, sus membranas liberan acido
araquidonico, aumenta el calcio citoplasmatico y sus particulas liberan productos como

ADP y serotonina (55).
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La presencia de ADP y calcio movilizado conduce a la activacion del complejo receptor
de GPIIb/IIIa, que eventualmente forma agregacion entre plaquetas a través del puente de
fibrinogeno. Dado que la agregacion plaquetaria final inducida por el coldgeno es una
coleccion de plaquetas activadas por colageno, tromboxano y ADP, estas plaquetas
provocaran agregacion de GPIIb/Illa, por lo que se puede detectar la influencia de
sustancias que inhiben cualquier forma de activacion plaquetaria y posterior agregacion.

sobre la concentracion de colageno (56).

El colageno no solo beneficia la adhesion inicial de las plaquetas a la estructura, sino
que ademas es un agonista importante, que puede potenciar y promover la activacion y

agregacion posteriores de plaquetas, y favorece la formacion de trombos hemostaticos (57).

3.5.3 Péptido activador de receptor de trombina 6 (TRAP-6)

La trombina es capaz de activar las plaquetas, esta activacion estd mediada
especialmente por la hidrolisis del receptor acoplado a proteina G (llamado receptor 1
activado por proteasa) ubicado en la membrana plaquetariay el segundo receptor que es
menos sensible a la expresion de trombina (58). La activacion de la trombina induce la
agregacion de plaquetas porque el fibrindgeno se unea los receptores de la GPIIb/IIla (59).
Después de la activacion, los componentes del receptor cambiardn su estructura fisica para
formar un sitio de unién de GPIIb/IIla con alta afinidad por el fibrindgeno en la membrana
plaquetaria (56). En presencia de antagonistas de GPIIb/Illa o falta de receptores de
GPIIb/I1a, la agregacion plaquetaria inducida por TRAP-6 puede ser minima o inexistente

(60).
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3.6 Farmacos antiplaquetarios

Los antiagregantes plaquetarios son un pilar fundamental del tratamiento farmacolégico
de pacientes que presentan alguna patologia como una trombosis, sindromes coronarios,

eventos cerebrovasculares, entre otros (61).

En el proceso de regulacion de la agregacion plaquetaria, participan una amplia variedad
de moléculas, tal como: receptores de superficie tipo integrinas, receptores acoplados a
proteinas Gy receptores de tirosina quinasa, asi como moléculas intraplaquetarias. Todas
estas moléculas son blancos potenciales de farmacos antiplaquetarios destinados a prevenir

y tratar patologias cardiovasculares (47).

Los antiagregantes plaquetarios tienen distintos propositos y mecanismos de accion
frente a alguna alteracion en la coagulacion sanguinea. Como podemos observar en la
Figura 8, algunos inhiben enzimas, como inhibidores de la Ciclooxigenasa (Acido
acetilsalicilico) e inhibidores de la Fosfodiesterasa (Dipiridamol). Por otro lado, existen

farmacos inhibidores de los receptores de las plaquetas, tales como inhibidor del receptor
de ADP (Clopidogrel) e inhibidores de GPIIb/I1la (Abciximab) (48).

En el caso del Acido acetilsalicilico (AAS), conocido com@inmente como aspirina, este
actia en la sintesis de prostaglandinas, a dosis bajas ejerce su efecto antiplaquetario
mediante la inhibicidn irreversible de la ciclooxigenasa 1 (COX-1) y en dosis altas actiua
como inhibidor no selectivo de COX. La COX-1 de las plaquetas generan prostaglandina
H2 (PGH2), esta enzima es la responsable de la formacion de prostaglandina 12 (PGI2),
siendo también el precursor del TXA2 (49). En las plaquetas el TXA2 proporciona un
mecanismo para amplificar la sefial de activacion, debido a que se sintetiza y se libera en

respuesta de varios agonistas plaquetarios tales como el colageno, ADP, el factor de
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activacion plaquetaria (PAF) y la trombina que a su vez induce una agregacion plaquetaria

irreversible (62).

El Dipiridamol tiene la capacidad de inhibir la captacion de adenosina en los eritrocitos,
las plaquetas y las células endoteliales. Este farmaco genera un aumento de la
concentracion de adenosina, que actiia sobre el receptor A2 plaquetario, estimulando la
adenilciclasa plaquetaria, a consecuencia de esto aumenta la concentracion de AMPc
plaquetario. Por consiguiente, inhibe la agregacion plaquetaria en respuesta a diversos

estimulos tales como PAF, coldgeno y ADP, presentando propiedades vasodilatadoras (48).

El Clopidogrel es un antiplaquetario inhibidor o bloqueador del receptor del ADP, actiia
bloqueando por similitud al ADP, esta inhibicion impide que este se puedaunir al sito del
receptor plaquetario, y ejerza su efecto de agonista plaquetario. Al bloquearse este receptor
impide la activacion de la via del complejo glicoproteico IIb/Illa. Este farmaco no puede
actuar directamente, si no que requiere una etapa metabolica previa en el higado para que se

encuentre activo (63).

El Abciximab es un anticuerpo no clonal que bloqueaa la glicoproteina IIb/Illa, este no
se puede unir el fibrindgeno, por lo que no va a existir un puente entre dos plaquetas. Asi
mismo, los farmacos Eptifibatide y Tirofiban, poseen un mecanismo similar a Abciximab

ya que bloquean a IIb/Illa, con la diferencia que estos no son anticuerpos (64).
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Figura 8. Mecanismos de accion de antiagregantes plaquetarios. TXA2: Tromboxano
A2; TX sintetasa: Tromboxano sintetasa; COX-1: Ciclooxigenasa 1; Pg: Prostaglandina;
AAS: Acido acetilsalicilico; AA: Acido araquidonico; Factor VW: Factor von Willebrand,
ADP: adenosin difosfato.

Algunos farmacos presentan mecanismo de resistencias, los cuales se pueden agrupar en
factores clinicos tales como dosis inadecuadas, fallo en la prescripcion, interaccidon con
otros farmacos, entre otros; factores celulares como el aumento de la expresion de
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y factores genéticos como polimorfismo en COX-1 y
polimorfismo en el receptor de colageno. Es por ello, por lo que a pesar de la eficacia que
presentan los antiagregantes, es cada vez mas habitual encontrarse con pacientes resistentes
a su tratamiento, generando complicaciones cardiovasculares a pesar de la ingesta regular
de antiplaquetarios, es por esto que es importante destacar que la terapia antiplaquetaria
debe ser personalizada evaluando la clinica que presente el paciente, y si este presenta

riesgo de complicaciones tromboticas o hemorragicas (65).
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3.6.1 Efectos adversos de los antiplaquetarios

En cuanto a los efectos adversos del AAS, por si solo se mencionan perdida de la
audicidon en casos de administracion en dosis elevadas, aumenta el riesgo de desarrollar
ulcera estomacal, es posible que pueda aumentar el riesgo de padecer un accidente
cerebrovascular hemorragico (66). Por otro lado, cuando se ocupa en combinaciéon con
otros medicamentos asociados a ciertas patologias, se observan grandes riesgos para la
salud, el caso de ser usada con diuréticos aumenta el riesgo de insuficiencia renal en
pacientes deshidratados, en conjunto con insulina aumenta el efecto hipoglucemiante, con
ciclosporina aumenta el riesgo de nefrotoxicidad, con vancomicina el riesgo de
ototoxicidad es mayor y por ultimo, al ser usada con otros anticoagulantes hay un riesgo

alto de hemorragia (67, 68).

El Dipiridamol presenta como efecto desfavorable la cefalea debido a su efecto
vasodilatador, también puede presentar taquifilaxia, necesidad de aumentar la dosis del
medicamento debido a la resistencia del organismo a los 3 o 4 dias de iniciarse el
tratamiento, ademds puede generar molestia estomacal, prurito, elevacion de enzimas
hepaticas, entre otras (69). Al ser usado con otros medicamentos puede aumentar el efecto
de los antihipertensivos, disminuye el efecto de los inhibidores de la colinesterasa, aumenta
los niveles de adenosina y finalmente, aumenta el riesgo de hemorragia con el uso de

heparina, warfarina, AAS, antiinflamatorios no esteroideos (AINE), entre otros (70,71).

El Clopidogrel tiene sus principales interreaciones con los inhibidoresde la bomba de
protones como lo es el Omeprazol o Esomoprazol y otros medicamentos, debido a la
inhibicion del citocromo P450 2C19 (CYP2C19), ya que esta area es la encargada de
metabolizar el Clopidogrel a su metabolito activo. También existen otros medicamentos

como lo es la Claritromicina, Ketoconazol, Fluvoxamina, entre otras, que inhiben las
enzimas del citocromo P405 3A4 (CYP3A4) responsables de activar el farmaco (72, 73).

Por si solo, destacan efectos adversos como la resistencia a Clopidogrel, la hemorragia que
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puede aparecer en el intestino, orina, estdmago, por medio de hematomas, entre otras;
también se menciona la fiebre, hinchazon o signos asociados a problemas hepaticos (67,

74).

El mayor problema con el Abciximab consiste en que la dosis que produce un efecto
eficaz también puede provocar una gran incidencia de hemorragia y trombocitopenia. Entre
las reacciones adversas mas frecuentes se encuentran dolor lumbar, nauseas, dolor
tordcico, cefalea, fiebre, vomitos, entre otras (75, 76). En raras ocasiones se ha notificado
sindrome de distrés respiratorio, taponamiento cardiaco, reacciones alérgicas o
hipersensibilidad, sin embargo, es posible que la anafilaxia ocurra en cualquier momento de

la administracion de este farmaco (77).

Debido a todas las caracteristicas desfavorables que presentan los anticoagulantes mas
utilizados como los mencionados anteriormente, es necesario la busqueda periddica y
constante de nuevas formas o principios activos de tratamiento para estas afecciones, para
generar una mejor calidad de vida para el paciente. En este sentido recientemente han
tomado importancia compuestos quimicos provenientes de fuentes naturales o sintéticas

para el desarrollo de nuevos antiplaquetarios.

Los principios bioactivos presentes en plantas y vegetales ultimamente tiene mayor
importancia por su actividad biologica (78), debido a que elaboran metabolitos primarios y
secundarios, siendo estos ultimos los mas relevantes, entre los que destacan antraquinonas,
cumarinas, estilbenos, flavonoides, fuconinas, saponinas y taxanos, los cuales han
demostrado mediante diversos estudios inhibir in vitro o in vivo la actividad antiagregante

plaquetaria o accion anticoagulante (79).

Las cumarinas estan ampliamente presentes en importante cantidad en el reino vegetal,

estas componen un grupo heterogéneo de sustancias fenolicas naturales denominado
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benzopironas, el cual presenta diferentes niveles de complejidad y diversa actividad
biologica (80). Se ha demostrado que pueden inhibir la funcidon de las plaquetas a través de
variados mecanismos bioquimicos, que incluyen la sintesis de PG, la inhibicion de la
actividad de la enzima y-carboxilasa dependiente de vitamina K o secuestrando especies

reactivas de oxigeno (ROS) (81).

Los flavonoides han recibido mucha atencion en los ultimos afios debido a los
numerosos efectos beneficiosos observados, destaca su efecto antioxidante, convirtiéndose
en un importante compuesto dietético con un potencial terapéutico prometedor. Los
informes y la evidencia epidemiologica sugieren que las dietas ricas en flavonoides, como
la quercetina, tienen efectos en la prevencion y el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, cancer e insuficiencia renal y hepatica (82, 83). Sin embargo, se sabe
poco sobre la biodisponibilidad, absorcion y metabolismo de los polifenoles en humanos,
ya que su estudio es complejo y los datos son escasos. La quercetina, es el flavonoide mas
abundante y habitual en la dieta humana, se encuentra en altas concentraciones en algunas

verduras en especial en la cebolla (83).

3.7 Mangifera Indica L

El fruto de Mangifera indica L, comunmente conocido como mango es el cultivo con el
segundo mayor requerimiento de producciony superficie, solo por detrds de los platanos
(84). Esta fruta tiene multiples variedades con formas, colores, texturas y sabores muy
variables; se consume principalmente fresco, pero también se encuentra en forma de jugo,

mermelada, helado, néctar, etc.

Referente a las propiedades fisicas que presenta el fruto antes mencionado, posterior a
su madurez fisiologica, este muestra cambios en su firmeza lo que es atribuible a la
degradacion enzimatica de polisacaridos como almidon, pectinas, celulosa y hemicelulosa,

pues son componentes estructurales de la pared celular (85). Por otra parte, la luminosidad

33



en estos frutos es mayor en su estado de madurez, esto se debe a la degradacion de

clorofilas y a la sintesis de carotenoides durante la maduracion (86).

Los acidos organicos (citricos, ascorbico y malico) presentes en el fruto, son de vital
importancia durante el proceso de crecimiento, debido a que durante la respiracion se
desempefian como fuente de energia y a consecuencia de esto, su contenido tiende a
decrecer con el desarrollo del fruto (87). Paralelo a la pérdida de acidez, hay un incremento

significativo del pH en los frutos durante el proceso de maduracion (88).

En relacion con el contenido de polifenoles, este se encuentra aumentado cuando el fruto
estd en su etapa de madurez fisioldgica. Por otro lado, los fenoles totales tienden a

disminuir en esta fase, lo que asocia con la senescencia del fruto (89).

Los polifenoles constituyen uno de los componentes fundamentales y mayoritarios, entre
ellos se incluyen xantonas como mangiferina, isomangiferina y homomangiferina,
flavonoides como quercetina, isoquercetina y catequina, taninos como el acido galico,

metilgalato, galotanino y otros (90).

Luego de varios afios de desconocimiento de este, se estudiaron sus propiedades en
diferentes partes de la Mangifera Indica L, llegando a aislar por primera vez de lashojas y

corteza, un compuesto denominado mangiferina (91).
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3.7.1 Mangiferina

La mangiferina lleva por nombre quimico 1,3,6,7 tetrahydroxyxantona-C2-B-glucésido,
esta es una molécula de polifenol, clasificada como xantonay que se produce naturalmente.
La presencia de un pirocatecol que contiene cuatro grupos hidroxilo en su estructura
quimica hace que la mangiferina sea una molécula antioxidante y anti-radicales libres
eficaz (91). La mangiferina se distribuye ampliamente en la corteza, la cdscara, las hojas,
las semillas, el tallo y el grano del mango, y las plantas superiores (92). Este compuesto es
soluble en etanol, sin embargo, es levemente soluble en agua y metanol. Por otra parte, se
comprobd que es insoluble en cloroformo, acetona y éter dietilico; el aumento de

temperatura va a disminuir la solubilidad de la mangiferina en solventes puros (93).

En cuanto a otras fuentes naturales donde se puede encontrar destacan las siguientes, /7is
unguicularis, es una especie de la familia de las iridaceas. Diversas investigaciones
fitoquimicas de especies de Iris unguicularis ha evidenciado el aislamiento de mas de 250
compuestos, incluyen flavonoides, isoflavonoides y sus glucésidos, benzoquinonas y
triterpenoides (94) entre los cuales encontramos a la mangiferina la cual mostr6 una potente

actividad antirradicales en un estudio (95).

La mangiferina también ha sido aislada del rizoma de Bunge de Anemarrhena
asphodeloides el cual se comprobd que el extracto acuoso demostrdé actividades

antidiabéticas en ratones (96).

El extracto de mangiferina también se logré obtener directamente de concentrados
metanolicos de hojas de Bombax ceiba la cual es una importante planta medicinal, estudios
fitoquimicos en distintas fracciones de B. ceiba revelaron que es rica en compuestos
fendlicos entre los cuales se encuentra la mangiferina, esta xantona se encuentra en grandes
cantidades en las hojas, la cual demostr6é que en cantidades sustanciales, posee una fuerte

actividad antioxidante (97).
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3.7.2 Estructura

La mangiferina es un polifenol que se genera por unaruta biosintética como se observa
en la Figura 9 (98). Se encuentra en plantas de las familias Gentianaceae, Anacardiacae, y
Guttiferae, también lleva por nombre C-glucosilxantona, se caracteriza por ser resistente a
la hidrolisis quimica y enzimatica, a diferencia de las xantonas O-glicdsido, en los que el

azucar, estd unida por un enlace carbono-oxigeno al nicleoy es sensible a la hidrdlisis (99).
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Figura 9. Ruta biosintética para mangiferina en plantas superiores. Tomada de Forero,
F. (2016) (100).

3.7.4 Actividades biologicas

La mangiferina posee algunas actividades bioldgicas muy eficaces e importantes para la

salud, este compuesto presenta potentes propiedades inmunomoduladoras, entre las que se
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encuentran: propiedad antiinflamatoria (101), antitumoral (102), antioxidante (103), entre
otras. Por otra parte, también se ha demostrado que la mangiferina posee propiedades
antidiabéticas, antihiperlipidémicas y antiaterogénicas, lo que sugiere que su efecto es
beneficioso en el tratamiento de la diabetes asociada con la hiperlipidemia y

complicaciones cardiovasculares (104).

La actividad antioxidante de este polifenol es basicamente atribuible a su estructura
quimica y a la presencia de anillos aromaticos y grupos hidroxilos, esto implica la
deslocalizacion de los electrones y les confiere a los polifenoles la propiedad de reaccionar
con los radicales libres, donandoles electrones y modificandolos a radicales intermedios
mas estables y menos reactivos, los cuales ya no provocaran dafo a las macromoléculas

(105).

En cuanto a la actividad antitrombodtica, en un estudio se evaluaron los efectos
inhibitorios de los compuestos presentes en la pulpa de mango y sus subproductos frente a
la agregacion plaquetaria, debido a que este fruto presenta gran cantidad de compuestos
bioactivos; como resultados se obtuvo que la semilla de mango mostré un 72% de
inhibicion porcentual de la agregacion plaquetaria inducida por el agonista ADP. Se
descubrio6 que la semilla del mango era rica en compuestos de monogaloilo, tetra y penta
galloilglucosa, 4cido elagico, mangiferina, entre otros. Al evaluar los compuestos
encontrados, la mangiferina (I mg/ml) fue uno de los compuestos mayoritarios
encontrados, la que mostr6 un efecto inhibidor de la agregacion plaquetaria mas alto,
aproximadamente de un 31%, lo que sugiere un papel clave como principal contribuyente a
la actividad antiplaquetaria de la semilla de mango, por lo que se necesitan mas estudios

que corroboren este hallazgo (106).

En los ultimos afos, no se ha estudiado a fondo las propiedades de este compuesto, sin
embargo, existen publicaciones que evidencian que la mangiferina posee facultades que van

en directo beneficio para la salud de la poblacion mundial como se observa en la Tabla 2. Si
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este compuesto fuera investigado mas a fondo, probablemente podria ser utilizado a futuro

como parte del tratamiento de enfermedades de impacto a nivel mundial.

En uno de los estudios con resultados significativos, se evalué el papel que jugaba la
mangiferina en el deterioro cardiaco, para ello se indujo un modelo de fibrosis cardiaca en
ratas inyectando 150 mg/kg dosis de D-galactosa durante 8 semanas. Se evalu6 observando
deposito de coldgeno a través de tincidn tricromica de Masson y tincidon con rojo sirius, asi
mediante el examen de la expresion de proteinas de la matriz extracelular mediante analisis
de transferencia Western. La actividad cardiaca la evaluaron midiendo la expresion de
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1)y los niveles de fosforilacion de p38.
En cuanto a los resultados obtenidos se observo que la mangiferina mejoraba el
envejecimiento cardiaco inducido por la D-galactosa, ademads atenuaba el estrés oxidativo

cardiaco, la inflamacion y la fibrosis (107).

En otra investigacion mediante el metaandlisis se evaluaron los efectos de la
administracion oral de mangiferina sobre los niveles de glucosa en sangre, el peso corporal
y los niveles de colesterol total y triglicéridos en modelos animales diabéticos, paraello se
realizaron metaandlisis y se revisaron los mecanismos subyacentes. El metaanalisis se
realiz6 con el software RevMan 5.3y STATA 14.0, en donde los resultados apuntan que la
ingesta oral de mangiferina tiene un efecto antidiabético significativo en modelos animales,
y la revision sistematica sugirid que esta funcién podria atribuirse a sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, asi como a su funcién de mejorar el metabolismo de los

glicolipidos y mejorar la sefializacion de la insulina (108).

En otro caso, se evaluaron los efectos de la mangiferina y Vimang, el cual es un extracto
acuoso de la corteza del tallo de la Mangifera indica (109), sobre diferentes parametros de
respuesta alérgica, los cuales revelaron una inhibicion significativa dependiente de la dosis
de la produccion de inmunoglobulina E (IgE) en ratones y una reaccion de anafilaxia en

ratas, generando permeabilidad vascular inducida por histamina y de la respuesta
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proliferativa de linfocitos como evidencia de la reduccion de la cantidad de linfocitos By T

capaces de contribuir a la respuesta alérgica. En la investigacion se utilizaron prometazina y

cromoglicato disédico como farmacos de referencia. Se demostré que Vimang tuvo un

efecto sobre un modelo in vivo de alergia inflamatoria mediada por mastocitos. Los

resultados de las propiedades antialérgicas sugirieron que el extracto natural podria usarse

con éxito en el tratamiento de trastornos alérgicos, en donde se le atribuyeron los efectos

antialérgicos a la mangiferina, debido a que esta es el compuesto principal de Vimang,

(110).

Tabla 2. Estudios de actividad biolégica de la mangiferina

Actividad Estudio Resumen Referencia
Biologica
Antiinflamatoria ~ Mecanismo de accion Se investigo el efecto de la mangiferina (101)
protectora de la sobre las hidrolasas lisosomales y la
mangiferina sobre la produccidonde TNF-alfa durante la necrosis
supresion de la miocardica inducida por isoproterenol
respuesta inflamatoriay  (ISPH)enratas. La administracionde ISPH
la inestabilidad a ratas dio comoresultadouna disminucion
lisosobmica en un delaestabilidaddelas membranas,lo que
modelo de rata de sereflejoen la disminucionde la actividad
infartode miocardio dela catepsina-Dy la beta-glucuronidasa
en las fracciones mitocondrial, nuclear,
lisosomal y microsomal. Estos hallazgos
demostraron que la mangiferina podria
preservar la integridad lisosomal mediante
la disminuciondel proceso inflamatorio.
Antitumoral Efectos in vitro de la Se investigaron los efectos del polifenol (102)

mangiferina sobre las
concentraciones de

superoxido y la
expresion de la sintasa
de  o6xido  nitrico

inducible, el factor de
necrosistumoral alfa y
los genes del factor de
crecimiento
transformante beta

mangiferina natural sobre la produccion del
anion superoxido, la actividad de la xantina
oxidasa, la contractilidad vascular, los
niveles de ARNm de 6xidonitrico sintasa
inducible, el factor de necrosis tumoral
niveles de ARNm de -alfa y niveles de
ARNm delfactorde crecimiento tumoral
beta. Los resultados indicaron que la
mangiferina es un eliminadorde O (2)(-) y
que inhibe la expresionde los genes iNOS
y TNF-alfa, lo que sugiere que puede serde
valor potencial en el tratamiento de
trastornos  inflamatorios y / o
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neurodegenerativos.

Antioxidante
Analgésica

Se evalud la actividad antioxidante de
Extractos de Mangiferina indica L, la
actividad atrapadora de radicales libres d el
controlfue mayorque la actividad de los
diferentes extractos. Al igual que su
actividad analgésica en extractos acuososy
etandlicos de corteza Mangiferaindica L.
Losresultados mostraron que los extractos
presentan actividad analgésica. Por lo
tanto, la corteza de M. indica L presenta
actividad antioxidante y analgésica
correlacionada con la presencia de
polifenoles en todas las cortezas evaluadas.

(103)

Antialérgico

Actividades
antioxidantes y
analgésicas de los
extractos de Mangifera
indical.

Propiedades
antialérgicas del

extracto de Mangifera
indica L. (Vimang) y

Se reportaron los efectos de Vimang y
mangiferina aislada del extracto, sobre
diferentes parametros de respuesta alérgica.
Vimang y mangiferina mostraron una
inhibicion dosis-dependientesignificativa
de la produccion de IgE en ratones y
reaccion de anafilaxia en ratas. Los
resultados expusieron que la mangiferina,
el principal compuesto de Vimang,
contribuye a los efectos antialérgicos del
extracto. Ademas de sugerir que este
extractonatural podria utilizarseconéxito
en el tratamiento de trastornos alérgicos.

(110)

Antitromboética

aporte de su
glucosilxantona
mangiferina

Actividad
antiplaquetaria de
extractos  bioactivos
naturales de mango
(Mangiferalndical..) y
sus subproductos

Se exploraron los posibles efectos de la
agregacionantiplaquetaria de la pulpa de
mango y sus subproductos (cascara,
cascarade la semilla y semilla) debidoa la
presencia de compuestos bioactivos. La
mangiferina mostré un efecto inhibidor del
31%, lo que sugiri6 su papel clave como
uno de los principales contribuyentes a la
actividad antiplaquetariade la semilla de
mango. Haciendo referencia a los
resultados la semilla de mango podria
postularse como una fuente natural de
compuestos bioactivos con propiedades
antiplaquetarias para disefiar alimentos
funcionales o tratamientos terapéuticos
complementarios.

(106)

Fuente: Elaboracion propia Lineros, J. Sepulveda, M. (2021)
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En el estudio de Alafion del afio 2019 (106), se destaco el posible uso de la semilla de
mango como un coproducto natural prometedor con propiedades antiplaquetarias. Existen
pocos antecedentes de este compuesto que muestre actividad antiplaquetaria por lo cual es
necesario profundizar en el estudio de la mangiferina, ya que podria utilizarse como un
medicamento farmacéutico o como un ingrediente alimentario funcional con aplicaciones

terapéuticas para prevenir la agregacion plaquetaria.
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4. HIPOTESIS

Mangiferina presenta actividad antiplaquetaria in vitro frente a diferentes agonistas

plaquetarios, TRAP-6 y colageno.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antiplaquetaria in vifro de la mangiferina.

Objetivos especificos

I.  Evaluar el efecto inhibitorio de la mangiferina frente a diferentes agonistas

plaquetarios (TRAP-6 y colageno) por turbidimetria.

II.  Determinar la inhibicion de la concentracion media (ICso) de la mangiferina sobre la

agregacion plaquetaria inducida por TRAP-6 y colageno.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Reactivos

Acido citrico dextrosa (ACD) utilizado como anticoagulante para la toma de muestra
proveniente de Genytec. Se utilizo colageno y TRAP-6 como agonistas plaquetarios para
los estudios de agregacion plaquetaria (Sigma). La mangiferina, compuesto puro
liofilizado, se adquiri6 comercialmente de Sigma-Aldrich y fue donado por la Dra. Lyanne
Rodriguez. Buffer Tyrodes sin calcio para resuspender pellet de plaquetas (previamente

preparado utilizando reactivos de Sigma).

6.2 Métodos

6.2.1 Preparacion de la muestra de mangiferina

El compuesto fue pesado en la balanza analitica (Balanza analitica Sartorius CP224S), y
se prepard una solucion estandar a una concentracion final de 25 pM. Para disolver el
compuesto se utilizd dimetil sulféxido (DMSO) a 0,2 % como solvente (111). Se
homogenizo la solucion durante 10 minutos en un bafo ultrasénico (Bafio ultrasdonico As
3120, Auto Science, China). Se trabajé a diferentes concentraciones del estandar preparado

(10,20, 50, 100, 150, 200, 250 puM).
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6.2.2 Obtencion y preparacion de plaquetas lavadas

Las muestras de sangre venosa se obtuvieron de voluntarios jévenes sanos que firmaron
previamente un consentimiento informado (112), donde se les explicé los aspectos de
interés relacionados con la investigacion, por ejemplo, la toma de muestra no implicaba
ningun riesgo para su salud. Los mismos no debieron consumir farmacos, como AINE y
antiplaquetarios en los ultimos 7 dias (113). Todos los procedimientos se realizaron
siguiendo el protocolo aprobado por el Comité Etico Cientifico (CEC) de la Universidad de
Talca, siguiendo la declaracion de Helsinki (114).

Las muestras fueron extraidas desde la vena antecubital por flebotomia en una jeringa
con anticoagulante ACD en una proporcién de sangre: ACD (4:1). Posteriormente la
muestra se distribuy6 en tubos Falcon de 10 mL, volimenes aproximados de 5 mL, luego
fueron centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos para obtener el plasma rico en plaquetas
(PRP). A continuacidn, se extrajo el PRPy se traspas6 a tubos Eppendorfde 1,5 mL, para
luego centrifugar en microcentrifuga (Centrifuga digital, Eppendorf 5804, EE. UU.) a 3000
rpm por 8 minutos a una temperatura de 6 °C. Después, se elimind el sobrenadante y se
resuspendid el tapon plaquetario en el tampoén Tyrodes sin calcio: ACD (9: 1), se
homogenizé nuevamente las plaquetas y se centrifugd en las mismas condiciones antes
escritas. Se descartd el sobrenadante dejando solamente el pellet de plaquetas y se
resuspendi6 en TAF para realizar los estudios de agregacion. El recuento de plaquetas se
realizo en un contador hematologico (Bayer Advia 60 Hematology System, Tarrytown, NY,

EE. UU.).

La informacion fue manejada tinicamente por las tesistas y tutores, para asi garantizar la
confidencialidad y/o anonimato en el tratamiento de las muestras. A la sangre tomada no se
le realizé ninglin experimento adicional que no estuviese relacionado con la funcionalidad
plaquetaria. Las muestras fueron eliminadas una vez concluido el estudio segun lo

dispuesto en la resolucion del citado CEC.
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6.2.3 Actividad antiplaquetaria in vitro

La actividad antiagregante se evalué midiendo la agregacion plaquetaria mediante el
método turbidimétrico descrito hace varios afios (115, 116). Se utilizé un lumiagregémetro
(Chrono-Log, Haverton, PA, EE.UU.). Las plaquetas lavadas (3 x 108 plaquetas/mL) se
preincubaron a una temperatura de estable de 37 °C durante 5 minutos con CaCl, (2 mM) y
el compuesto a 100 uM como ha sido descrito en estudios anteriores (117). La agregaciéon
plaquetaria se indujo con TRAP-6 5 uMy coldgeno 1 pg/mL. El control negativo utilizado
fue el disolvente DMSO (0,2 %). El porcentaje de agregacion plaquetaria se obtuvo con el
software AGGRO/LINK (Chrono-Log, Havertown, PA, EE. UU.). Los resultados se

expresaron como porcentaje de agregacion plaquetaria, dreabajo la curva y pendiente.

6.2.4 Curvas concentracion actividad (ICso)

Se realizaron estudios de agregacion plaquetaria a diferentes concentraciones (10, 20,
50,100, 150,200y 250 uM). Se determino el porcentaje de inhibicion de la concentracion
al 50 % (ICsp) de la mangiferina sobre la agregacion plaquetaria inducida por TRAP-6 5
UMy coladgeno 1 pg/mL. ICs, fue calculado mediante las ecuaciones obtenidas a partir de
curvas de respuestas a las diferentes concentraciones evaluadas. Se realizé una regresion
lineal, basada en el porcentaje de inhibicidon y el log (molar) de cada concentracion del

compuesto para calcular la ecuacion de la recta.

6.2.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Prism 8.0 (GraphPad Inc., San
Diego CA, EE. UU.). Todos los datos proporcionados representan media + error estandar
(SEM). Los resultados se expresaron como porcentaje de agregacion e inhibicion de la

agregacion plaquetaria. I1Csy se calculd a partir de curvas de respuesta a diferentes
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concentraciones. Los resultados de las distintas muestras de los voluntarios se sometieron al
analisis de varianza unidireccional (ANOVA) utilizando la prueba post-hoc de Tukey para
determinar las diferencias significativas entre las muestras. p <0,05 se considero

estadisticamente significativo (118).
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto inhibitorio de la mangiferina frente a diferentes agonistas plaquetarios

(TRAP-6y colageno) por turbidimetria.

El estudio de agregacion plaquetaria se realizé utilizando el compuesto disuelto en

DMSO 0,2 %. La agregacion plaquetaria se estimuld con TRAP-6 y coldgeno, agonistas

que actiian sobre diferentes vias de activacion plaquetaria. Posteriormente, mediante el

ensayo turbidimétrico utilizando el software AGGRO/LINK se determiné el area bajo la

curva y la pendiente, en conjunto con el porcentaje de agregacion (Tabla 3). El control

negativo fue DMSO 0,2%.

Los porcentajes de inhibicion de la agregacion plaquetaria de la mangiferina se calculo

mediante la ecuacion: [100-(Porcentaje de agregacion plaquetaria del compuesto/

agregacion plaquetaria del control negativo * 100)] y se muestra en la tabla 4.

Tabla 3. Actividad antiplaquetaria de mangiferina.

TRAP-6 Colageno
Mangiferina PA (%) AUC S PA (%) AUC S
“M)

10 76,33+2,08™ 367,85+18,27™ 84,832,017 70,00+1,43™ 278,35+23,68™ 66,50+4,78™
20 75,50+1,54™ 303,37+14,99™ 92,50+3,88™ 70,25+1,71™ 285,65+17,40™ 63,75+3,36™
50 72,17+2,32™ 350,57+12,15™ 77,33+1,83" 63,00+1,21™ 260,20+16,16™ 72,25+6,14™
100 60,17+0,95° 240,43+8,14™ 64,33+4,62™" 34,75+1,57" 174,00+£11,99™ 46,75+3,13™
150 50,33+0,98" 257,65+5,28™" 72,67+2,33"" 30,00£0,94"" 131,73+17,69™" 73,33+5,47™
200 46,83+1,02" 243,12+9,73™ 60,83+2,28™" 28,75+0,63™" 124,23+16,51™ 66,30+4,90™
250 43,00+0,84™ 218,38+4,70™" 58,00+2,94™" 25,75+0,75™ 125,43£11,37""  47,00+£4,34™"
Control 85,00+2,08 371,83+16,64 104,50+9,07 72,80+1,25 286,20+22,17 76,25+5,18
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Los resultados se expresaron como media = SEM con un n = 6. Los datos se analizaron
mediante ANOVA de una via. Los analisis post hoc se realizaron utilizando la prueba de
Tukey, * p <0,05, ** p <0,01 y *** p <0,001 denota diferencias estadisticamente
significativas en comparacioén con el control negativo ns: denota diferencias no estadisticas
respecto al control. PA: porcentaje de agregacion plaquetaria, AUC: area bajo la curva, S:

slope/pendiente.

La mangiferina a diferentes concentraciones presentaron diferencias en la actividad
antiplaquetaria segun el agonista utilizado (Figura 11). La agregacion plaquetaria
desencadenada por el agonista TRAP-6, demostro6 resultados estadisticamente significativos
con respecto al control negativo en las concentraciones 100 uM, 150 uM, 200 uM y 250
uM. Cuando la agregacion plaquetaria se estimuld con el agonista colageno, la mangiferina
mostrd mayor potencial antiplaquetario hasta 100 pM. Se mostré que la actividad es
dependiente de la concentracion y cuando disminuye la concentracion se pierde

significativamente el potencial antiplaquetario.
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Figura 10. Estudio de la actividad antiplaquetaria de mangiferina frente al agonista
TRAP-6 (A, C) y colageno (B, D). Las plaquetas lavadas se preincubaron a 37 °C durante
3 minutos con el compuesto evaluado a diferentes concentraciones (10,20, 50, 100, 150,
200,250 uM), para iniciar la agregacion plaquetaria se estimuld con los agonistas durante 6
minutos. El control negativo se preincubd en ausencia del compuesto (A, B, C, D). Grafico
de barras de agregacion plaquetaria maxima expresada como porcentaje (media + SEM;
n=6). Los datos se analizaron utilizando ANOVA de unavia. * p <0,05, ** p <0,01 y *** p
<0,001 denota diferencias estadisticamente significativas con el control. ns: denota
diferencias no estadisticas respecto al control. Curvas representativas de agregacion
plaquetaria estimulada por TRAP-6 y colageno (C, D). SEM: error estandar, TRAP-6:

Péptido activador del receptor de trombina-6.

7.2 ICso de la mangiferina sobre la agregacion plaquetaria inducida por TRAP-6 y

colageno.

Los resultados obtenidos mediante el ensayo de agregacion plaquetaria inducida por
TRAP-6 y colageno frente a la mangiferina a diferentes concentraciones, evidenciaron que

la inhibicion de la agregacion plaquetaria depende de la concentracion. Se obtuvo un ICsg
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de 276,83+26,76 y 136,06+9,28, cuando se utilizo como agonista TRAP-6 y colageno,

respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. ICso de la mangiferina a diferentes concentraciones.

Compuesto TRAP-6 Colageno
mangiferina 5 M) (1 pg/mL)
PI (%) ICso(uM) PI (%) ICs0 (M)

10 uM 9,82+1,69" 3.8320.55"

20 uM 10,63+1,25™ 3,53+1,06™

50 uM 15,02+1,99" 13,43+0,23"

100 uM 27.47+2,56" 276,83+26,76 51,7942,75" 136,06+9,28

150 uM 40,13+1,33"" 58,54+1,66™"

200 uM 44,39+1,14™ 60,29+1,26™

250 uM 48,1142,01* 64,43+1,33*"

Los resultados se expresaron como media+ SEM, n = 6. Los datos se analizaron mediante

ANOVA de una via. Los anélisis post hoc se realizaron utilizando la prueba de Tukey, ** p

<0,01 y *** p <0,001 denota diferencias estadisticamente significativas en comparacion

con el control negativo ns: denota diferencias no estadisticas respecto al control. PI:

porcentaje de inhibicion ICse: concentracion maxima inhibitoria TRAP-6: péptido

activador del receptor de trombina 6
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8. DISCUSION

Las plaquetas son las células sanguineas mas pequefias, desempefian un papel
fundamental en la hemostasia, cuando ocurre un dafio vascular estas se activany forman un
trombo (119). Se requiere la inhibicion de la activacion plaquetaria como tratamiento para
prevenir la trombosis asociada a la activacion de las plaquetas (120). A nivel mundial,
existen distintos antiplaquetarios muy conocidos para el manejo en pacientes con riesgos
cardiovasculares, sin embargo en casos aislados estos pacientes persisten con problemas
trombdticos, llegando incluso a padecer hemorragias (121). Es por ello, que en los iltimos
anos se ha fomentado la busqueda de nuevos farmacos antiplaquetarios en base a
compuestos activos de alimentos que se puedan integrar facilmente en la dieta, ejerciendo
actividad antiplaquetaria, sin presentar ademas los efectos adversos de los medicamentos
utilizados comtinmente. Por lo cual, es vital una prevencion primaria, donde unanutricién
adecuada y un estilo de vida saludable ejercen un efecto protector para reducir el riesgo

trombotico (122).

Los suplementos alimenticios y/o farmacéuticos se han convertido en alternativas
atractivas para reducir los FRCV (123). Algunas enfermedades no transmisibles, entre ellas
las ECV, podrian prevenirse mejorando el estilo de vida de la poblacion, lo que incluye el
consumo de una dieta saludable (124). Estudios han destacado la importancia de los
antioxidantes naturales presentes en los vegetales, con el fin de brindar proteccion
cardiovascular (125). En este contexto ha destacado la especie Mangifera indica L., aunque
son escasos los reportes de actividad antiplaquetaria en esta especie, sus bondades

medicinales se han utilizado por més de 400 afios por médicos e indigenas.

El empleo de extractos de Mangifera indica L. (hojas y tallo) ha sido descrito en la
medicina tradicional como analgésico para el tratamiento de dolores dentales y musculares,

afecciones inflamatorias y anemia (126). Existe conocimiento etnomédico documentado de
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varios paises (127) y en particular, de la experiencia acumulada durante méas de 20 afios en
la poblacion cubana (128, 129). Los efectos bioldgicos atribuidos a Mangifera indica L.
estan relacionados con la presencia de importantes compuestos fenolicos presentes en
diferentes organos de esta especie. Los polifenoles constituyen uno de los componentes
fundamentales y mayoritarios. Estos compuestos son un grupo de fitoquimicos que se
consideran potentes antioxidantes, que poseen anillos aromaticos de benceno con uno o
mas grupos hidroxilos, este grupo incluye a los flavonoides, acidos fenolicos,
proantocianidinas, taninos, resveratrol, entre otros (130). Su actividad antioxidante se debe
a su estructura quimica y a la presencia de anillos arométicos y grupos hidroxilos, esto
implica la deslocalizacion de los electrones y permite a los polifenoles reaccionar con los
radicales libres, dondndoles electrones y transformandose con esto en radicales intermedios
mas estables y menos reactivos, que ya no causan dafio a las macromoléculas. También
tienen la capacidad de quelar iones metalicos y donar protones (131). Las xantonas son
importantes fitonutrientes con potentes propiedades antioxidantes que pertenecen a la clase
de los bioflavonoides, son una familia de moléculas biolégicamente activas que poseen
propiedades especificas como ser los mas poderosos antioxidantes de la naturaleza,
fortalecen el sistema inmunoldgico, provocan la amitosis, y fortalecen las funciones vitales

del organismo estimulando su regeneracion (132).

Numerosos estudios in vitro e in vivo de diferentes laboratorios, analisis
epidemioldgicos y algunos ensayos clinicos en humanos confirman la utilidad de los
polifenoles en la prevencion y terapia de enfermedades asociadas a la existencia de un
estrés oxidativo (133). Dicha capacidad se asocia con sus propiedades protectoras frente a
enfermedades cardiovasculares, algunas formas de céancer, fotosensibilidad y el

envejecimiento.

Estudios experimentales hanrevelado que la agregacion plaquetaria estd asociada con
produccion de ROS (134, 135). Las plaquetas producen ROS cuando estan en reposo y
también cuando se exponen a moléculas activadoras (agonistas) como coldgeno, trombina,

o ADP (136). Estas especies externamente regulan la biodisponibilidad de moléculas
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inhibidoras de la agregacion y a nivel intracelular constituyen segundos mensajeros que
median procesos de sefializacion (137). Es en el proceso de activacion en el cual ROS
enddgenas tienen mayor relevancia, ya que participan como mediadoras en el proceso de
granulacion, en el que se liberan moléculas al medio para amplificar la senal de agregacion,
asegurar una correcta formacion del trombo y asi evitar el sangrado por ruptura de un vaso
sanguineo (138, 139). Por otro lado, la disfuncién mitocondrial plaquetaria es una fuente
importante de ROS, que contribuye potencialmente a la activacion y finalmente la
apoptosis de las plaquetas. La inhibicion de los complejos I y/o V en las mitocondrias
plaquetarias desencadenan el inicio de la apoptosis en estas células, debido al aumento de
produccion de ROS mitocondrial (140). Cuando el sistema antioxidante plaquetario se
desequilibra por una excesiva produccion de ROS, las células se vuelven hiperreactivas,
generando tendencia a producir trombosis, por ello, la modulacion del estado redox
intraplaquetario se considera una etapa critica para la funcidon plaquetaria (141).
Adicionalmente, este exceso también se considera como un mecanismo clave responsable
de la mala respuesta a los farmacos antiagregantes plaquetarios (142). La inhibicién de la
disfuncién mitocondrial plaquetaria podria potencialmente utilizarse como una nueva

estrategia para el desarrollo de farmacos con actividad antiplaquetaria.

La mangiferina es el componente mayoritario de esta especie, como hemos referido. En
la literatura se reporta que posee potente actividad antioxidante, lo que se ha relacionado
con la capacidad quetiene este compuesto para atrapar el oxigeno singlete, especie radical
de oxigeno de alta reactividad (143, 144). Posee ademas actividad inmunomoduladora,
antiinflamatoria, analgésica, antiviral, antitumoral e hipoglicemiante (99, 145, 146). Se
conoce que el sindrome metabdlico es un FRCV dentro del cual entran distintas afecciones
que van a contribuir al dafio cardiovascular, como la hipertension, DM y la obesidad. Si
bien es necesario un tratamiento o dieta, para estos padecimientos, se ha demostradoen los
estudios antes mencionados, que la mangiferina influye de manera positiva en la reduccion

de estos FRCV (147).
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En un estudio publicado recientemente (106), se evaluaron subproductos del mango, en
donde se demostrd que la semilla de este present6 unainhibicion del 72% de la agregacion
plaquetaria. Se realiz6 una caracterizacion fenolica de esta especie y se encontro que era
rica en varios compuestos de diferente naturaleza y estructura, destacando dentro de esta
lista la mangiferina que era el compuesto mayoritario de la semilla, atribuyéndose a este
compuesto principalmente el efecto inhibidor. Por lo cual, en este estudio se quiso
profundizar en el estudio antiplaquetario de este compuesto, ya que son escasos los
antecedentes a la fecha del potencial antiplaquetario que posee la mangiferina. Por lo antes
mencionado, seria de gran relevancia la incorporacion en nuestradieta de alimentos ricos

en mangiferina para el tratamiento o prevencion de ECV.

La xantona en estudio inhibi6 la agregacion plaquetaria dependiente de la concentracion,
actuando sobre las vias de transduccion de sefiales inducidas por colageno (ICsy=
136,06+9,28) y TRAP-6 (ICsp= 276,83+£26,76). Este ultimo actuia como agonista del
receptor activado por proteasa 1 (PAR-1) (148, 149), mientras que la GPVIesel principal
receptor de coldgeno en la activacion plaquetaria. La adicion de TRAP-6 a las plaquetas
provoca una respuesta de activacion muy fuerte a la trombina sin las complicaciones de la
ruptura del fibrindgeno y la formacion de coagulos. La agregacion plaquetaria inducida por
coldgeno por lo general refleja una fase de retraso de aproximadamente 1 minuto, durante
la cual las plaquetas se adhieren a las fibras de colageno experimentando cambios de forma,
para luego ser liberadas (58, 150). Los resultados de la agregacion plaquetaria mostraron
que el compuesto inhibe mayormente la agregacion plaquetaria estimulada por coldgeno. Se
ha descrito que, como parte del proceso inflamatorio de la aterotrombosis, existe algiin
nivel de exposicion al coldgeno asociado al dafio endotelial, lo que, entre otros aspectos,
favorece la adhesion de plaquetas circulantes a través de GPVI (135, 151). Los resultados
sugieren que el tratamiento de las plaquetas con mangiferinaregula la via de sefializacion
mediada por GPVI (135, 152). Otros autores encontraron que la presencia de flavonoides
en otros frutos como el maqui, el cebollin, hinojo, almendras, entre otros, inhiben la

funcion plaquetaria (secrecion de granulos, activacion de la integrina, movilizacion de
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calcio y fosforilacion de proteinas de sefializacion aguas abajo de GPVI) (153) aligual que

la mangiferina.
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9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron que la mangiferina podria
postularse como un compuesto bioactivo con propiedades antiplaquetarias para disefiar
alimentos funcionales o farmacos terapéuticos complementarios para el tratamiento de
ECV. Sin embargo, estos hallazgos dificilmente se pueden comparar con otros debido a la
escasa bibliografia sobre la actividad antiplaquetaria de los subproductos del mango, en

este caso la mangiferina.

Se requieren estudios adicionales in vifro como activacidon y secrecion plaquetaria, entre

otros para evaluar el potencial antiplaquetario de la mangiferina.
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